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S U M M A R Y  A N D  C O N C L U D I N G  R E M A R K S
T h e  m a j o r  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  d e m o n s t r a t e  t h a t  r a t
l i ver  macrophages can be  ac t iva ted  in  v i t ro  to  a  tumor  cy to tox ic  s ta te  w i th
b o t h  f r e e  a n d  l i p o s o m e - e n c a p s u l a t e d  m u r a m y l  d i p e p t i d e  ( M D P )  a n d  t h a t  u p o n
s y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  l i p o s o m a l  M D P  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  t h e  d e v e l -
o p m e n t  o f  h e p a t i c  m e t a s t a s e s  i n  a  m u r i n e  l i v e r  m e t a s t a s i z i n g  t u m o r  m o d e l  c a n
b e  o b t a i n e d .  I n  a d d i t i o n ,  a  n u m b e r  o f  d e t a i l e d  s t u d i e s  w a s  p e r f o r m e d ,  s p e c i -
f y i n g  o p t i m a l  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a n d  a t t e m p t i n g  t o  t h r o w  s o m e  l i g h t  o n
t h e  m e c h a n i s m  o f  m a c r o p h a g e  a c t i v a t i o n .  T h e  m a j o r  f i n d i n g s  o f  t h i s  w o r k  a r e
s u m m a r i z e d  a n d  b r i e f l y  d i s c u s s e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  p a r a g r a p h s .
I n  t h e  I n t r o d u c t i o n  ( c h a p t e r  1 ) ,  t h e  p o s i t i o n  o f  m a c r o p h a g e  a c t i v a t i o n  w i t h i n
t h e  f r a m e w o r k  o f  t h e  i m m u n o l o g i c a l  s y s t e m  i s  d e p i c t e d ;  t h e  t r e a t m e n t  m o d a l i -
t i e s  f o r  l i v e r  m e t a s t a s e s  a r e  s u m m a r i z e d  a n d  t h e  i m m u n o m o d u l a t o r  M D P  a n d
l i p o s o m e s  a s  d r u g  c a r r i e r s  a r e  b r i e f l y  i n t r o d u c e d .
Chapter  2  shows the  capac i ty  o f  ra t  l i ve r  macrophages to  l yse  cocu l tu red  tu -
m o r  c e l l s  a n d  t o  i n h i b i t  t h e i r  p r o l i f e r a t i o n  a f t e r  e x p o s u r e  o f  t h e  m a c r o p h a g e s
in  t , i t ro  to  MDP,  l ipopo lysacchar ide  (LPS)  o r  l iposome-encapsu la ted  MDP.  Con-
s i s t e n t  w i t h  o t h e r  s t u d i e s  c o n c e r n i n g  c o m b i n a t i o n s  o f  i m m u n o m o d u l a t i n g  a g e n t s ,
w e  f o u n d  a  s y n e r g i s t i c  e f f e c t  o f  M D P  a n d  L P S  o n  t h e  t u m o r i c i d a l  p o t e n c y  o f
t h e  m a c r o p h a g e s .  E n c a p s u l a t i o n  o f  M D P  w i t h i n  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  w a s
s h o w n  t o  s t r o n g l y  r e d u c e  t h e  a m o u n t  o f  M D P  n e e d e d  f o r  o p t i m a l  a c t i v a t i o n
a n d  f u r t h e r m o r e  t o  i n c r e a s e  t h e  m a x i m a l l y  o b t a i n a b l e  l e v e l  o f  t u m o r  c e l l  l y s i s .
A d d i t i o n a l l y ,  w e  o b s e r v e d  t h a t  a  h i g h e r  l o a d  o f  l i p o s o m a l  l i p i d  c a r r y i n g  M D P
i n t o  t h e  m a c r o p h a g e s  i n d u c e d  a  h i g h e r  l e v e l  o f  t u m o r  c e l l  l y s i s .  T h i s  o b s e r v a -
t i o n  l e d  u s  t o  t h e  p r e l i m i n a r y  h y p o t h e s i s  t h a t  a  s u s t a i n e d  i n t r a c e l l u l a r  r e l e a s e
o f  M D P  w a s  b e n e f i c i a l  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  o f  l i v e r  m a c r o p h a g e s  t o  a  t u m o r i c i d a l
s t a t e .  A  n u m b e r  o f  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  v e r i f y  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  d e s c r i b e d
i n  c h a p t e r  3 .
S i n c e  i t  w a s  k n o w n  t h a t  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  l i p o s o m a l  l i p i d s  i n f l u e n c e s
t h e  i n t r a l y s o s o m a l  d e g r a d a t i o n  o f  l i p o s o m e s  b y  p h o s p h o l i p a s e s ,  w e  s t u d i e d  t h e
p o s s i b i l i t y  o f  m a n i p u l a t i n g  t h e  e x t e n t  a n d  d u r a t i o n  o f  m a c r o p h a g e  a c t i v a t i o n  b y
a p p l y i n g  d i f  f e r e n t  l i p o s o m a l  l i p i d  c o m p o s i t i o n s  t h u s  s u p p o s e d l y  m a n i p u l a t i n g  t h e
r a t e  o f  i n t r a c e l l u l a r  r e l e a s e  o f  M D P  ( c h a p t e r  3 ) .  I t  w a s  o b s e r v e d  h o w e v e r  t h a t
n e i t h e r  t h e  e x t e n t  n o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t u m o r  c y t o t o x i c i t y  c o u l d  b e  a l t e r e d  i n
t h i s  w a y .  W e  n o w  p r e s u m e  t h a t  a  v e r y  l o w  d o s e  o f  i n t r a c e l l u l a r  M D P  s u f f i c e s
f o r  t h e  a c t i v a t i o n  o f  m a c r o p h a g e s  t o  a  t u m o r i c i d a l  s t a t e  a n d  t h a t ,  m o r e o v e r ,
t h e  m a c r o p h a g e s  b e c o m e  ( t e m p o r a r i l y )  r e f  r a c t o r y  t o  a c t i v a t i o n  w i t h  M D P .  T h u s ,
a  major  f rac t ion  o f  MDP re leased in t race l lu la r ly  f rom the  "heav i l y  loaded"
l iposomes as  used in  chapter  2  wou ld  no t  be  necessary  fo r  e f f i c ien t  ac t i va t ion
o f  t h e  c e l l s .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  e n c a p s u l a t i o n  o f  M D P  w i t h i n
l i p o s o m e s  e n h a n c e d  b o t h  t h e  e x t e n t  a n d  d u r a t i o n  o f  t h e  a c t i v a t e d  s t a t e
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compared to  f ree  MDP (chapter  6 ) .  Th is  f ind ing  can presumably  be  ascr ibed to
a  h igher  up take  by  the  macrophages o f  l iposomal  compared to  f ree  MDP,  as
shown by  o thers  us ing  rH- labe led  MDP and res ident  per i tonea l  macrophages or
m o n o c y t e s .  I n  a d d i t i o n ,  a  m o r e  e f f i c i e n t  a c c e s s  o f  l i p o s o m a l  M D P  t o  i n t r a c e l -
l u l a r  s i t e s  i n  t h e  m a c r o p h a g e s  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  f  r e e  d r u g  c a n  n o t  b e  e x -
c l u d e d  a t  t h i s  m o m e n t .
In  chapter  3  some data  are  presented  on  the  cy to ly t i c  and cy tos ta t i c  e f fec t
o f  a c t i v a t e d  l i v e r  m a c r o p h a g e s  o n  d i  f  f  e r e n t  t u m o r -  a n d  n o r m a l  c e l l  l i n e s .  I t
a p p e a r e d  t h a t  a l t h o u g h  a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e s  d o  n o t  l y s e  n o r m a l  c e l l s  t h e y  d o
inh ib i t  p ro l i fe ra t ion  o f  these ce l l s  in  v i t ro .  The s ign i f i cance o f  th is  e f fec t  in
a t  in  v ivo  s i tua t ion  has  no t  been de termined a l though dur ing  in  v ivo  exper i -
m e n t s  w e  n e v e r  o b s e r v e d  a n y  m o r p h o l o g i c a l  e f f e c t s  o n  c e l l s  a d j a c e n t  t o  l i v e r
m a c r o p h a g e s ,  e . g .  h e p a t o c y t e s ,  u p o n  r e p e a t e d  i n j e c t i o n s  o f  l i p o s o m a l  M D P  ( n o t
s h o w n ) .  V a r i o u s  t u m o r  c e 1 1  l i n e s  d i f f e r e d  i n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  t h e  c y t o l y t i c
e f f e c t  b u t  d i d  n o t  d i f f e r  i n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  t h e  c y t o s t a t i c  e f f e c t .
T h a t  e x p e r i m e n t a l  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  m a y  i n f l u e n c e  t h e  r e s u l t s  w a s  s h o w n  b y
t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  l e v e l  o f  t u m o r  c e l l  l y s i s  d e c r e a s e d  w i t h  a  d e c r e a s e  i n
t h e  d e n s i t y  o f  t h e  m a c r o p h a g e  m o n o l a y e r  c u l t u r e .  T h e  m a c r o p h a g e  t o  t u m o r
c e l l  r a t i o  o n  t h e  o t h e r  h a n d  d i d  n o t ,  w i t h i n  t h e  r a n g e  s t u d i e d ,  a f f e c t  t h e
i n d u c e d  t u m o r  c e l l  l y s i s .
T h e  t i m e  o f  c o c u l t u r e  a l s o  d e t e r m i n e s  t h e  o u t c o m e  o f  t h e  e x p e r i m e n t s :  m a x i m a l
pro l i fe ra t ion  inh ib i t ion  o f  tumor  ce l l s  was  ob ta ined a f te r  24  h  in  cocu l tu re
w h i l e  m a x i m a l  t u m o r  c e l l  l y s i s  r e q u i r e d  4 8  h  o f  c o c u l t u r e .
T h e  o b s e r v a t i o n s  d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  2  o n  t h e  s y n e r g i s t i c  e f f e c t  o f  M D P
and LPS might  be  exp lo i ted  to  inc rease the  in  v ivo  therapeut ic  e f fec t  o f  MDP.
S i n c e ,  h o w e v e r ,  s y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  L P S  w o u l d  i n d u c e  s e v e r e  t o x i c  s i d e
e f  f e c t s ,  w e  s t u d i e d  w h e t h e r  t h i s  c o u l d  b e  c i r c u m v e n t e d  b y  i n c o r p o r a t i n g  L P S
o r  l i p i d  A ,  i . e .  t h e  i m m u n o a c t i v e  c o m p o n e n t  o f  L P S ,  w i t h i n  l i p o s o m e s .  H o w e v e r ,
exper iments ,  as  descr ibed in  chapter  4 ,  showed tha t  in  cont ras t  to  MDP,  the
i n c o r p o r a t i o n  o f  L P S  a n d  l i p i d  A  r e d u c e d  t h e  a c t i v a t i n g  p o t e n c y  s i g n i f i c a n t l y .
S i n c e  l i p o s o m e s ,  a f t e r  u p t a k e  b y  m a c r o p h a g e s ,  a r e  d e g r a C e d  b y  l y s o s o m a l  p h o s -
p h o l i p a s e s ,  w e  p r e s u m e d  t h a t  b o t h ,  L P S  a n d  l i p i d  A ,  m i g h t  b e  i n a c t i v a t e d  b y
l y s o s o m a l  e n z y m e  a c t i v i t i e s .  T h i s  b e c a m e  m o r e  l i k e l y  a f t e r  o u r  o b s e r v a t i o n  t h a t
incubat ion  o f  LPS and l ip id  A  w i th  a  l ysosomal  f  rac t ion  iso la ted  f  rom ra t
l i v e r  i n a c t i v a t e d  t h e s e  a g e n t s  i n  c o n t r a s t  t o  M D P  w h i c h  r e t a i n e d  f u l l  a c t i v i t y
f o l l o w i n g  t h e  s a m e  t r e a t m e n t .
I n  c h a p t e r s  5  a n d  6  t h e  r e l e v a n c e  o f  t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  r a t  l i v e r  m a -
c r o p h a g e  p o p u l a t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  p h a g o c y t i c  a n d  t u m o r i c i d a l  a c t i v i t y  i s
d e s c r i b e d .  L i v e r  m a c r o p h a g e s  w e r e  s e p a r a t e d  i n t o  3  o r  5  s u b p o p u l a t i o n s  o n  t h e
b a s i s  o f  c e l l  s i z e  b y  m e a n s  o f  c e n t r i f u g a l  e l u t r i a t i o n .  T h e  l a r g e - s i z e  m a c r o p h a -
ges  were  bo th  in  v i t ro  and in  v ívo  the  most  po ten t  in  the  phagocy tos is  o f
l i p o s o m e s  w h e r e a s  t h e  s m a l l -  t o  i n t e r m e d i a t e - s i z e  m a c r o p h a g e s  w e r e  t h e  m o s t
p o t e n t  i n  t u m o r i c i d a l  a c t i v i t y .  W i t h  r e s p e c t  t o  t h e  t u m o r i c i d a l  a c t i v i t y  i t  w a s
fur thermore  shown tha t  dur ing  in  v i t ro  cu l tu re  the  po tency  o f  la rge-s ize  ce l l s
t o  b e c o m e  t u m o r i c i d a l  d e c r e a s e d  e a r l i e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  s m a l l e r  c e l l s  a n d  t h e
t u m o r i c i d a l  a c t i v i t y  i n d u c e d  w i t h  M D P  w a s  m a i n t a i n e d  l o n g e r  i n  t h e  s m a l l e r
ce l l s  compared to  the  la rger  ce l l s .  A  second exposure  o f  the  macrophages to
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L P S  a n d  M D P , 4 8  h  a f t e r  t h e  f i r s t  e x p o s u r e  t o  t h e  s a m e  a g e n t ,  s h o w e d  a  c o n -
s i d e r a b l e  r e d u c t i o n  i n  t h e  r e s p o n s i v e n e s s  i n  t h e  s m a l l -  t o  i n t e r m e d i a t e  s i z e
c e l l s  a n d  a  c o m p l e t e  l a c k  o f  r e s p o n s e  i n  t h e  l a r g e  c e l l s .
T h e  i n t r a v e n o u s  a d m i n s t r a t i o n  o f  l i p o s o m a l  M D P  r e s u l t e d  i n  e q u a l  l e v e i s  o f
t u m o r i c i d a l  a c t i v i t y  o f  a l l  s u b p o p u l a t i o n s .  H o w e v e r ,  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n s  i s o l a t e d
f r o m  t h e s e  " a c t i v a t e d "  l i v e r s  a r e  n o t  i d e n t i c a l  t o  t h e  l i v e r  m a c r o p h a g e  s u b p o -
p u l a t i o n s  i s o l a t e d  f r o m  u n s t i m u l a t e d  r a t s  a s  i s  d e s c r i b e d  i n  t h e  n e x t  c h a p t e r ,
i . e .  c h a p t e r  7 .  B y  e m p l o y i n g  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  c e l l s  b e l o n -
g i n g  t o  t h e  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e  s y s t e m ,  w e  f o u n d  a  d o u b l i n g  o f  t h e  h e p a t i c
m a c r o p h a g e  p o p u l a t i o n  w i t h i n  2 4  h  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a  s i n g l e  d o s e  o f
l i p o s o m a l  M D P .  T h e  n u m e r i c a l  i n c r e a s e  w a s  a  r e s u l t  o f ,  o n  t h e  o n e  h a n d ,  i n -
f l u x  o f  " u n d i f f e r e n t i a t e d "  m a c r o p h a g e s  a n d ,  o n  t h e  o t h e r ,  p r o l i f e r a t i o n  o f  b o t h
r e s i d e n t  a n d  r e c r u i t e d  m a c r o p h a g e s .  P r o l i  f  e r a t i o n  o f  m a c r o p h a g e s  w a s  d e m o n -
s t r a t e d  w i t h  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  s p e c i f i c  f o r  b r o m o d e s o x y u r i d i n e  w h i c h  a f  t e r
i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  i s  i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  D N A  o f  r e p l i c a t i n g  c e l l s .
T h e  m a c r o p h a g e s  i s o l a t e d  f r o m  a n  " a c t i v a t e d "  l i v e r  p r e s u m a b l y  d i f f e r  i n  q u a n -
t i t y  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  s t a t e .  I t  i s  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  e x p a n s i o n  o f  t h e  l i v e r
m a c r o p h a g e  p o p u l a t i o n  m a y  b e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h i s  k i n d  o f
i m m u n o t h e r a p y .  B y  i n v e s t i g a t i n g  a  n u m b e r  o f  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  p a r a -
m e t e r s  o f  t h e  m a c r o p h a g e  p o p u l a t i o n  d u r i n g  i n  v i l , o  a c t i v a t i o n  i n t o  m o r e  d e t a i l ,
t h i s  h y p o t h e s i s  m a y  b e  t e s t e d .  T h e  d a t a  t h u s  o b t a i n e d  m a y  h e l p  t o  d e s i g n
o p t i m a l  t h e r a p e u t i c  p r o t o c o l s  f  o r  i m m u n o t h e r a p y  o f  l i v e r  m e t a s t a s e s .
F i n a l l y ,  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  l i p o s o m a l  M D P  t r e a t m e n t  i n  a  m u Í i n e  l i v e r  m e t a -
s t a s i z i n g  t u m o r  m o d e l  i s  d e s c r i b e d  ( c h a p t e r  8 ) .  F o r  t h e s e  s t u d i e s  w e  a p p l i e d  a
m u r i n e  m o d e l ,  w h i c h  i n v o l v e s  t h e  i n o c u l a t i o n  o í  c o l o n  a d e n o c a r c i n o m a  c e l l s
i n t o  t h e  s p l e e n  o f  s y n g e n e i c  m i c e ,  r e s u l t i n g  i n  l i v e r  m e t a s t a s e s  i n  t 0 0 7 o  o f  t h e
a n i m a l s .  L i p o s o m a l  M D P  t r e a t m e n t  s t r o n g l y  r e d u c e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  h e p a t i c
m e t a s t a s e s  a n d  p r o l o n g e d  t h e  s u r v i v a l  t i m e  o f  t h e  m i c e  s i g n i f i c a n t l y .  I t  w a s
o b s e r v e d  t h a t  a n  e a r l y  i n i t i a t i o n  o f  t h e r a p y ,  i . e . 2  d a y s  p r i o r  t o  t u m o r  c e l l
i n o c u l a t i o n  r e s u l t e d  i n  a  s u b s t a n t i a l l y  b e t t e r  t h e r a p e u t i c  e f f e c t  c o m p a r e d  t o
i n i t i a t i o n  o n e  d a y  a f t e r  i n o c u l a t i o n .
I n  o u r  v i e w ,  t h i s  i m m u n o t h e r a p e u t i c  a p p r o a c h  c a n  p o t e n t i a l l y  b e  a p p l i e d  a s  a
s i n g l e  t r e a t m e n t  t o  t r e a t  m i c r o m e t a s t a s e s  o r  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  o t h e r  t r e a t -
m e n t  m o d a l i t i e s  t o  a t t a c k  e x i s t i n g  m e t a s t a s e s .  T h e  f i r s t  a p p r o a c h  c o u l d  b e  u s e d
f o r  c a n c e r  p a t i e n t s  h a v i n g  a  h i g h  r i s k  o f  m e t a s t a t i c  d i s e a s e ,  w i t h o u t  d e t e c t a b l e
m e t a s t a s e s  y e t ,  t h e  s e c o n d  a p p r o a c h  m i g h t  b e  a p p l i e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  m e t a -
s t a s e s  i n  t h e  l i v e r .  B y  c o m b i n i n g  t h e  p o t e n c y  o f  s u r g e r y  a n d  c h e m o -  o r  r a d i o -
t h e r a p y  t o  e l i m i n a t e  t h e  b u l k  o f  t h e  t u m o r  m a s s  i n  t h e  l i v e r ,  a c t i v a t e d  m a c r o -
p h a g e s  c o u l d  s u b s e q u e n t l y  d e s t r o y  t h e  r e s i d u a l  t u m o r  c e l l s .  T h e  f e a s i b i l i t y  o f
c o m b i n i n g  i m m u n o t h e r a p y  w i t h  c h e m o -  o r  r a d i o t h e r a p y  w i l l  n e e d  t h o r o u g h
i n v e s t i g a t i o n  h o w e v e r ;  f o r  e x a m p l e  o n e  o f  t h e  p i t f a l l s  o f  s u c h  a  c o m b i n a t i o n
m i g h t  b e  t h a t  c h e m o -  o r  r a d i o t h e r a p y  c o u l d  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  e x p a n s i o n  o f
t h e  l i v e r  m a c r o p h a g e  p o p u l a t i o n  w h i c h ,  a s  w e  p o i n t e d  o u t ,  i s  l i k e l y  t o  b e  p e r -
t i n e n t  f o r  e f f e c t i v e  i m m u n o t h e r a p y .  C o n t i n u i n g  r e s e a r c h  a l o n g  t h e  l i n e s  s e t  o u t
i n  t h i s  t h e s i s  w i l l  t h e r e f o r e  b e  r e q u i r e d  t o  d e s i g n  o p t i m a l  t h e r a p e u t i c  p r o t o c o l s
f o r  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t  o f  l i v e r  m e t a s t a s e s .
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